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premier evenement, qui survient dans les premieres heures, est une liberation 
massive de glutamate qui aboutit a une depolarisation neuronale ainsi qu'a un 
cedeme cellulaire. L'entree de calcium dans la cellule induit des degats 
mitochondriaux favorisant la liberation de radicaux libres ainsi que ('induction 
d'enzymes qui provoquent la degradation membranaire des neurones. L'entree de 
calcium et la production de radicaux libres activent a leur tour certains facteurs de 
transcription, comme NF-kB. Cette activation induit des processus inflammatoires 
comme Induction de proteines d'adhesion au niveau endothelial, I'infiltration du 
foyer ischemique par les polynucleaires neutrophils, I'activation microgliale, 
Tinduction d'enzymes comme I'oxyde nitrique (NO) synthase de type II ou la 
cyclooxygenase de type II. Ces processus inflammatoires conduisent a la 
liberation de NO ou de prostano'ides qui sont toxiques pour la cellule. L'ensemble 
de ces processus aboutit a un phenomene d'apoptose provoquant des lesions 
irreversibles (Dirnagl, ladecola et al. 1999). 

Le concept de neuroprotection prophylactique s'appuie sur des bases 
experimental mettant en evidence une resistance vis-a-vis de I'ischemie dans 
des modeles animaux. En effet, differentes procedures appliquees prealablement 
a la realisation d'une ischemie cerebrale experimental permettent de rend re 
celle-ci moins severe. Differents stimuli permettent d'induire une resistance a 
Tischemie cerebrale : le preconditionnement (ischemie breve precedant une 
ischemie prolongee) ; un stress thermique ; I'administration d'une faible dose de 
lipopolysaccharide bacterien (Bordet, Deplanque et al. 2000). 

Ces stimuli induisent des mecanismes de resistance qui activent des 
signaux declenchant les mecanismes de protection. Differents mecanismes de 
declenchement ont ete mis en evidence : cytokines, voies de ('inflammation, 
radicaux libres, NO, canaux potassique ATP dependant, adenosine. Le delai 
observe entre le declenchement des evenements precoces et la resistance a 
I'ischemie provient de la necessite d'une synthese proteique. Differents types de 
proteines ont ete decrits comme induisant la resistance a I'ischemie : les proteines 
du choc thermique, les enzymes anti-oxydantes et les proteines anti-apoptotiques 
(Nandagopal, Dawson et al. 2001). 
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Les gene cibles des PPARs controlent le metabolisme des lipides et des 
glucides. Cependant, des decouvertes recentes suggerent que les PPARs 
participent a d'autres processus biologiques. L'activation des PPARs par leurs 
ligands induit le changement de I'activite transcriptionnelle de genes qui modulent 
le processus inflammatoire, les enzymes antioxydantes, I'angiogenese, la 
proliferation et la differenciation cellulaire, I'apoptose, les activites des iNOS, 
MMPases etTIMPs (Smith, Dipreta et al. 2001; Clark 2002). L'activation de PPAR 
a et y est par exemple responsable de I'arret de la proliferation des keratinocytes 
epidermiques et favorise leur differenciation (Ellis, Varani et al. 2000; Komuves, 
Hanley et al. 2000). 

Les radicaux libres interviennent dans un spectre tres large de pathologies 
comme les allergies, I'initiation et la promotion cancereuse, les pathologies 
cardiovasculaires (atherosclerose, ischemie), les desordres genetiques et 
metaboliques (diabetes), les maladies infectieuses et degeneratives (Alzheimer, 
Parkinson, Prion, etc.) ainsi que les problemes ophtalmiques (Mates, Perez- 
Gomez etal. 1999). 

Les especes reactives oxygenees (ROS) sont produites pendant le 
fonctionnement normal de la cellule. Les ROS sont constitutes de radicaux 
hydroxyle (OH), de I'anion superoxyde (0 2 ), du peroxyde d'hydrogene (H 2 0 2 ) et 
de I'oxyde nitrique (NO). Ces especes sont tres labiles et, du fait de leur grande 
reactivite chimique, elles constituent un danger pour les fonctions biologiques des 
cellules. Elles provoquent des reactions de peroxydation lipidique, I'oxydation de 
certains enzymes et des oxydations tres importantes des proteines qui menent a 
leur degradation. La protection vis-a-vis de la peroxydation lipidique est un 
processus essentiel chez les organismes aerobies, car les produits de 
peroxydation peuvent causer des dommages a I'ADN. Ainsi un dereglement ou 
une modification de I'equilibre entre la production, la prise en charge et 
I'elimination des especes radicalaires par les defenses antioxydantes naturelles 
conduisent a la mise en place de processus deleteres pour la cellule ou 
I'organisme. 
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Les inventeurs ont egalement mis en evidence que les composes selon Pinvention 
ont a la fois des proprietes d'activateurs PPAR, d'antioxydants et 
d'antiinflammatoires et, a ces titres, les composes presentent un haut potentiel 
5 therapeutique ou prophylactique des accidents ischemiques cerebraux. 

La presente invention concerne ainsi de nouveaux derives de 1,3- 
diphenylprop-2-en-1 -one substitues, des compositions pharmaceutiques les 
comprenant, leurs applications en therapeutique, notamment pour le traitementde 
10 I'ischemie cerebrale. Elle a egalement trait a un procede de preparation de ces 
derives. 

La presente invention a done pour but de proposer de nouveaux derives de 1 ,3- 
diphenylprop-2-en-1-one substitues pr6sentant une formule amelioree et une 
1 5 efficacite therapeutique satisfaisante. 

La presente invention a egalement pour but de proposer des precedes de 
preparation de ces nouveaux derives de 1,3-diphenylprop-2-en-1-one substitues. 

Ces buts et d'autres sont atteints par la presente invention qui a notamment pour 
20 objet des derives de 1,3-diphenylprop-2-en-1-one substitues de formule (I) 
suivante : 




x 6 

(I) 

25 dans laquelle : 

X1 represente un halogene ou un groupement -R1 ou un groupement repondant a 
la formule suivante : -G1-R1 , 
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etant lie directement au cycle ou etant associe a un groupement G selon la 
formule -GR, 

les substituants du groupe 1 sont choisis parrni les groupements carboxy de 
5 formule : -COOR 6 et les groupements carbamoyle de formule : -CONReRz, 

les substituants du groupe 2 sont choisis parmi I'acide sulfonique (-S0 3 H) et les 
groupements sulfonamide de formule : -S0 2 NR 6 R7 

10 avec R 6 et R 7l identiques ou differents, representant un atome d'hydrogene ou un 
radical alkyle eventuellement substitue par au moins un groupe de type 1 ou 2, 

leurs isomeres optiques et geometriques, leurs racemates, leurs tautomeres, leurs 
sels, leurs hydrates et leurs melanges, 

15 

a ('exclusion des composes de formule (I) dans laquelle 

- Xi, X 2 , X 3 et X 5 represented simultanement un atome d'hydrogene, X 6 
represente un atome d'oxygene et X4 represente un groupement de formule -O- 
CR 8 R9-COOR 10 , avec R 8 et R 9 , identiques ou differents, represented un radical 

20 alkyle de C1-C2, et R i0 represente un atome d'hydrogene ou un radical alkyle de 
C1-C7, et 

- X 2 , X 3 et X 5 represented simultanement un atome d'hydrogene, X1 represente 
un atome d'halogene ou un radical R1 ou -G1R1, ou R1 represente un radical 
alkyle non substitue de C1-C2 et G1 represente un atome d'oxygene, X 6 

25 represente un atome d'oxygene et X4 represente un groupement de formule -O- 
CR11R12-COOR10, avec Rn et R12, identiques ou differents, represented un atome 
d'hydrogene ou un radical alkyle de C1-C2, et R 10 represente un atome 
d'hydrogene ou un radical alkyle de C1-C7. 

30 La presente invention inclut egalement les prodrogues des composes de 

formule (I), qui, apres administration chez un sujet, vont se transformer en 
composes de formule (I) et/ou les metabolites des composes de formule (I) qui 
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thionitroso ou un groupement hydroxy ou un groupement alkyloxy ou un 
groupement thiol ou un groupement alkylthio, G4 et R4 etant tels que definis 
precedemment. 

5 Un autre objet de I'invention concerne des derives de la formule (I) tels que 

decrits precedemment, caracterises en ce que X1 est un groupement -G1-R1 
dans lequel R1 est un groupement alkyle portant un substituant du groupe 1, avec 
G1 et le substituant du groupe 1 etant tels que definis precedemment. 

10 Un autre objet de I'invention concerne des derives de la formule (I) tels que 

decrits precedemment, caracterises en ce que X4 est un groupement -G4-R4 ou 
R4 est un groupement alkyle portant un substituant du groupe 1, avec G4 et le 
substituant du groupe 1 etant tels que definis precedemment. 

15 Un autre objet de I'invention concerne des derives de la formule (I) tels que 

decrits precedemment, caracterises en ce que X4 est un groupement — G4-R4, R4 
est tel que defini precedemment et X3 ou X5 represente respectivement R3 ou 
G3R3, d'une part, et R5 ou G5R5, d'autre part, avec R3 ou R5 qui represente un 
groupement alkyle portant un substituant du groupe 1, ledit substituant du groupe 

20 1 etant tel que defini precedemment. 

Un autre objet de Invention concerne des derives de la formule (I) tels que 
decrits precedemment, caracterises en ce que X1 est un groupement -G1-R1 
dans lequel G1 est un atome d'oxygene et R1 est un groupement alkyle portant un 
25 substituant du groupe 1, ledit substituant du groupe 1 etant tel que defini 
precedemment. 

Un autre objet de I'invention concerne des derives de la formule (I) tels que 
decrits precedemment, caracterises en ce que X4 est un groupement -G4-R4 
30 dans lequel G4 est un atome d'oxygene et R4 est un groupement alkyle portant un 
substituant du groupe 1, ledit substituant du groupe 1 etant tel que defini 
precedemment. 
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Selon un mode particulier de I'invention, les composes preferes sont 
indiques ci-dessous avec les formules qui leur sont associees : 

5 le 1-[2-hydroxy-4-chlorophenyl]- 3-[4-carboxydimethylmethyloxyphenyl]prop-2-en- 
1-one et le 1-[2-hydroxy-4-chlorophenyl]- 3-[4-/sopropyloxycarbonyl 
dimethylmethyloxyphenyl]prop-2-en-1-one (compose-1) : 




R = -H, -CH(CH 3 ) 2 

le 1-[2-hydroxyphenyl]-3-[4-carboxydimethylmethyloxyphenyl]prop-2-en-1-one et le 
1-[2-hydroxyphenyl]-3-[4-/'sopropyloxycarbonyldimethylmethyloxyphenyl]prop-2- 
en-1-one (compose-2): 

15 




O' 



R = -H, -CH(CH 3 ) 2 

20 le 1 -[2-methylcarbonyloxyphenyl]-3-[4-carboxydimethylmethyloxyphenyl]prop-2- 
en-1-one et le 1-[2-methylcarbonyloxyphenyl]-3-[4-/'sopropyloxycarbonyldimethyl 
methyloxyphenyl]prop-2-en-1-one (compose-3) : 



MSDOCID: <FR 2S41900A1_I_> 



/sopropyloxycarbonyldimethylmethyloxy-4-hydroxy-5-ferfbutylphenyl]prop-2-en-1- 
one (compose-6): 




R = -H, -CH(CH 3 ) 2 



le l-[2-hydroxy^-chlorophenyl]-3-[3-cait>oxydimethylmethyloxy-4-hydroxy-5- 
ferfbutylphenyl]prop-2-en-1-one et le 1-[2-hydroxy-4-chlorophenyl]-3-[3- 
1 0 /sopropyloxycarbonyldimethylmethyloxy-4-hydroxy-5-tertbutylphenyl]prop-2-en-1 - 
one (compose-7) : 




15 R = -H, -CH(CH 3 ) 2 

le 1 -[2-hydroxyphenyl]-3-[3-carboxydimethylmethyl-4-hydroxy-5- 

ferfbutylphenyl]prop-2-en-1-one et le 1-[2-hydroxyphenyl]-3-[3- 

/sopropyloxycarbonyldimethylmethyl-4-hydroxy-5-fertoutylphenyl]prop-2-en-1-one 

(compose-8) : 
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R = -H, -CH(CH 3 ) 2 

le 1-[2-hydroxy-4-carboxydimethylrnethyloxyphenyl]-3-[3,5-dimethoxy-4- 
hydroxyphenyl]prop-2-en-1-one et le 1 -[2-hydroxy-4- 

/sopropyloxycarbonyldimethylmethyloxyphenyl]-3-[3,5-dimethoxy-4- 
hydroxyphenyl]prop-2-en-1 -one (compose-1 2): 



10 



15 




R = -H, -CH(CH 3 ) 2 

le 1 -[2-hydroxy-4-chlorophenyI]- 3-[3,4-dihydroxy-5- 

carboxydimethylmethyloxyphenyl]prop-2-en-1 -one et le 1 -[2-hydroxy-4- 
chlorophenyl]- 3^3,4-dihydroxy-5wsopropyloxycarbonyldimethylmethyloxyphenyl]- 
2-propen-1-one (compose-1 3) : 



20 




°?<f° 



O-R 



le 



R = -H, -CH(CH 3 ) 2 
1-[2-hydroxy-4-carboxydimethylmethyloxyphenyl]- 



3-[3,5-dimethyW- 



hydroxyphenyl]prop-2-en-1-one et le 1-[2-hydroxy-4-/'sopropyloxycarbonyl 
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et le 1-[2-hydroxyphenyl]-3-[3-carboxydim^ 
e t |e 1-[2-hydroxyphenyl]-3-[3-/sopropyloxy^ 
prop-2-en-1-one (compose- 17) : 



o-r 




R = -H, -CH(CH 3 ) 2 



10 



15 



le 1 -[2-hydroxyphenyl]-3-[4-carboxydimethylmethylthiophenyfl -one et 

le 1-[2-hydroxyphenyl]-3-[4wsopropyloxycarbonyldimethylmeth 
en-1-one (compose-18) : 




O-R 



R = -H,-CH(CH 3 ) 2 
le 1-[2-mercapto-4-methyloxyphenyl]-3~[4-carboxydimethy^ 

2-en-1 -one et le 1 -[2-mercapto-4-methyloxyphenyl]-3-[4- 

/sopropyloxycarbonyldimethylmethyloxyphenyl]prop-2-en-1 -one (compose- 1 9) : 

o 




0 y- 



La presente invention a egalement pour objet un procede de preparation de 
composes de formule (I). 
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(A) (B) (I) 

5 La synthese en milieu basique peut etre realisee de la fa^on suivante : 

La cetone (compose (A)) a 1 equivalent-molaire et I'aldehyde (compose (B)) a 1 
equivalent-molaire sont solubilises dans une solution hydroalcoolique d'hydroxyde 
de sodium a 20 equivalents-molaire. Uensernble est agite pendant environ 18 
>I0 heures a temperature ambiante (entre 18 et 25°C). Le milieu est ensuite acidifie 
(pour atteindre en particulier un pH d'environ 2) notamment avec de I'acide 
chlorhydrique. 

La 1,3-diphenylprop-2-en-1-one substituee attendue peut etre obtenue par 
precipitation ou extraction solide/liquide apres evaporation du milieu reactionnel. 
15 Elle peut etre ensuite purifiee par chromatographie sur gel de silice ou par 
recristallisation. 

La synthese en milieu acide peut etre realisee de la fagon suivante : 

20 La cetone (compose (A)) a 1 equivalent-molaire et I'aldehyde (compose (B)) a 1 
equivalent-molaire sont solubilises dans une solution d'ethanol saturee d'acide 
chlorhydrique gazeux. L'ensemble est agite a temperature ambiante pendant 
environ 6 heures, le solvant est elimine, notamment par evaporation sous pression 
reduite. La 1,3-diphenylprop-2-en-1-one substituee est purifiee, notamment par 

25 chromatographie sur gel de silice. 

Un autre objet de la presente invention concerne toute composition 
pharmaceutique comprenant dans un support acceptable sur le plan 
pharmaceutique au moins un compose de formule (I) tel que decrit ci-dessus. 
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De preference, la methode de traitement des pathologies vasculaires 
cerebrates et plus particulierement de Pischemie cerebrale, comprend 
I'administration a un sujet, notamment humain, d'une dose efficace d'un compose 
de formule (I) ou d'une composition pharmaceutique tels que definis ci-avant, a 
5 Pexclusion des composes de formule generate (I) dans laquelle : 

- Xi, X 2 , X 3 et X 5 represented simultanement un atome d'hydrogene, X 6 
represente un atome d'oxygene et X4 represente un groupement de formule -O- 
CR 8 R9-COORio, avec R 8 et R 9 , identiques ou differents, representent un radical 
alkyle de C1-C2, et R 6 represente un atome d'hydrogene ou un radical alkyle de 

10 C1-C7, et 

- X 2 , X 3 et X 5 representent simultanement un atome d'hydrogene, X1 represente 
un atome d'halogene ou un radical R1 ou -G1R1, ou R1 represente un radical 
alkyle non substitue de C1-C2 et G1 represente un atome d'oxygene, X 6 
represente un atome d'oxygene et X4 represente un groupement de formule -CD- 
IS CRnRi2-COORi 0 , avec Rn et R12, identiques ou differents, representent un atome 

d'hydrogene ou un radical alkyle de C1-C2, et R i0 represente un atome 
d'hydrogene ou un radical alkyle de C1-C7. 

Les compositions pharmaceutiques selon I'invention comprennent 
20 avantageusement un ou plusieurs excipients ou vehicules, acceptables sur le plan 
pharmaceutique. On peut citer par exemple des solutions salines, physiologiques, 
isotoniques, tamponnees, etc., compatibles avec un usage pharmaceutique et 
connues de I'homme du metier. Les compositions peuvent contenir un ou 
plusieurs agents ou vehicules choisis parmi les dispersants, solubilisants, 
25 stabilisants, conservateurs, etc. Des agents ou vehicules utilisables dans des 
formulations (liquides et/ou injectables et/ou solides) sont notamment la 
methylcellulose, Phydroxymethylcellulose, la carboxymethylcellulose, le 
polysorbate 80, le mannitol, la gelatine, le lactose, des huiles vegetales, Pacacia, 
etc.. Les compositions peuvent etre formulees sous forme de suspension 
30 injectable, de gels, huiles, comprimes, suppositoires, poudres, gelules, capsules, 
etc., eventuellement au moyen de formes galeniques ou de dispositifs assurant 
une liberation prolongee et/ou retardee. Pour ce type de formulation, on utilise 
avantageusement un agent tel que la cellulose, des carbonates ou des amidons. 
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seul, cette vitesse est diminuee de 80% (0,17 nmol/min/mg de LDL) avec le 
compose-2 a 10' 3 M et de 20% (0,68 nmoi/rnin/mg de LDL) a lO^M. 
La Figure 1-c represente la quantite maximum de dienes conjugues formee au 
cours du temps. L'incubation des LDL avec I'AAPH entraine la formation 180 
5 nmol/mg de LDL de dienes conjugues, l'incubation avec le compose-2 a 10" 3 M 
diminue de 33% la formation de dienes conjugues (120 nmol/mg de LDL). 

Figure 2 Evaluation des proprietes antioxydantes du compose-5 sur I'oxydation 
des LDL par le dihydrochloride d'azobis (2-amidinopropane) ( AAPH) 

10 

Sur la figure 2-a sont representes les resultats de Texperience mesurant la 
formation de dienes conjugues en fonction du temps. On peut observer que 
l'incubation des LDL avec le compose-5, a des concentrations de lO^M, 10" 5 M et 
10" 6 M retarde la formation de dienes conjugues. La Lag-Phase est de 134,1 

15 minutes pour I'AAPH seul, alors que le delai d'apparition des dienes conjugues 
depasse les 480 minutes (de la mesure experimental), lorsque les LDL sont 
incubes avec le compose-5 a lO^M. L'incubation avec le compose-5 a 10' 5 M 
decale la Lag-Phase a 327,1 minutes et a 10" 6 M cette valeur atteint 193,5 minutes. 
Ce retard de formation de dienes conjugues est caracteristique de produits 

20 antioxydants. 

La figure 2-b represente la vitesse de formation des dienes en fonction des 
differents traitements. L'incubation du compose-5 avec LDL en presence de AAPH 
ralentit la vitesse de formation des dienes conjugues. La vitesse de formation des 
25 dienes conjugues est de 1,22 nmol/min/mg de LDL avec I'AAPH seul, cette vitesse 
est non determinee (non mesurable car trap faible) avec le compose-5 a lO^M, 
elle est diminuee de 53% (0,58 nmol/min/mg de LDL) avec le compose-5 a 10~ 5 M 
et elle est reduite de 8% avec le compose-5 a 10' 6 M (1,12 nmol/min/mg de LDL). 

30 La Figure 2-c represente la quantite maximum de dienes conjugues formee au 
cours du temps. L'incubation des LDL avec I'AAPH entraine la formation de 555 
nmol/mg de LDL de dienes conjugues, l'incubation avec le compose-5 a lO^M 
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Les cellules RK13 sont incubees avec differents composes aux concentrations 
suivantes 10, 30 et 100 pM, pendant 24h. Les resultats sont represents par le 
facteur d'induction (signal luminescent par rapport aux cellules non traitees) en 
5 fonction des differents traitements. Plus le facteur d'induction est eleve meilleure 
est la propriete d'agoniste pour PPARa. Les resultats montrent que le compose-1 
permet induction d'un facteur 30 aus concentrations utilisees, le compose-2 a un 
facteur d'induction maximal de 60 a 100 pM de 22 a 30 pM et de 4 a 10 pM. Le 
compose-1 0 active le systeme avec un facteur d'induction de 10 pour les 

10 concentrations 10 et 30 pM. Le compose-1 1 possede un facteur d'induction de 10 
pour la plus forte concentration 100 pM, de 5 a 30 pM et de 3 a 10 pM. Le 
compose-1 5 permet Tactivation du systeme avec un facteur de 37 a 100 pM, 50 a 
30 pM et 35 a 10 pM. Le compose 17 a un facteur d'induction de 28 a 100 pM 
mais a 30 pM ce dernier est de 5 et a 10 pM il atteint 2. 

15 Ces resultats montrent que les composes selon Tinvention testes possedent la 
propriete de ligand vis-a-vis de PPARa et permettent aussi son activation au 
niveau transcriptionnel. 

D'autres aspects et avantages de la presente invention apparaTtront a la 
20 lecture des exemples qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et 
non limitatifs. 

EXEMPLES 

25 EXEMPLE 1 : Synthese des composes selon Minvention 




NSDCXilD: <FR 2B41900A1_I_> 



2841900 




RMN 1H CDCb 5ppm: 1.21 (d, 6H, J = 6.09Hz), 1.65 (s, 6 H), 5.10 (m, 1H), 6.86 
(d, J = 8.65Hz, 2H), 6.95 (m, 1H), 7.02 (dd, J=8.65Hz, J = 1.53Hz, 1H), 7.48 (m, 
1H), 7.54 (d, J=15.25Hz, 1H), 7.57 (d, J=8.65Hz), 7.87 (d, J=15.25Hz, 1H), 7.93 
(d, J = 8.40 Hz, 1 H), 12.94 (signal echangeable D 2 0, 1H) 

5 

Synthese en milieu acide : 




10 1 -[-2-hyd roxy-4-ethoxyca rbonyld i methylmethyloxyphenyl]-3-[3 , 5-d itertbutyl4- 
hydroxyphenyl]prop-2-en-1 -one : 

La cetone (1 eq) et I'aldehyde (1 eq) sont solubilises dans une solution d'ethanol 
saturee d'acide chlorhydrique gazeux. L'ensemble est agite a temperature 
ambiante pendant 6h puis le solvant est elimine par evaporation sous pression 
15 reduite. La 1,3-diphenylprop-2-en-1-one est purifiee par chromatographie sur gel 
de silice. 

RMN 1 H CDCI 3 5ppm : 1 .26 (t, J = 7.1 1 , Hz 3 H), 1 .45 (s, 1 8H), 1 .7 (s, 6H), 4.25 
(q, J = 7.1 1 Hz), 5.62 (signal 1 H), 6.33 (d, J = 2.37, 1 H), 6.42 (dd, J = 2.37 et 8.88 
Hz, 1H), 7.40 (d, J = 15.4 Hz, 1H), 7.50 (s, 2H), 7.82 (d, J = 8.88 Hz, 1H ), 7.88 (d, 
20 J = 15.4 Hz, 1H). 

Bibliographie : Adams et al, J Org Chem, 1967, 3992-3998 
Preparation des matieres premieres specifiques : 

25 

1-Cetones : 

4'-chloro-2'-hvdroxvacetophenone : 
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sont ajoutes. L'ensemble est maintenu 24 heures sous vive agitation a reflux. 
L'avancement de la reaction est suivi par chromatographie sur couche mince. Le 
milieu reactionnel est ramene a temperature ambiante, les sels sont elimines par 
filtration. La 2'-Hydroxy-4'-(ethoxycarbonyldimethylmethoxy)acetophenone pure 
5 est obtenue par chromatographie sur gel de silice. 

RMN 1H CDCI 3 5ppm : 1.25 (t, J = 7.17 Hz, 3H), 1.67 (s. 6H), 2.56 (s, 3H), 4.24 
(q, J = 7.17, 2H), 6.27 (d, J = 2.55 Hz, 1H), 6.37 (dd, J = 2.55Hz, J = 8.72 Hz, 1H), 
7.62 (d, J = 8.72, 1H), 12,6 (signal, 1H). 

10 Bibliographie : Brevet US n° 3,629,290 (1970), Fisons Pharmaceutical 
2-Aldehydes : 

15 




o o 



R3 , R5 = H, CH 3 , OCH 3> G 4 = O, S 
R4 = C(CH 3 )2COOCH 2 CH 3 



ou 




R3 = C(Ch' 3 ) 2 COOCH 2 CH 3 



25 

L'aldehyde est solubilise dans de I'acetone anhydre. Le carbonate de potassium 
est ajoute (2 eq) puis le 2-bromo-2-methylpropanoate d'ethyle (2 eq). Le milieu 
reactionnel est maintenu 18 heures sous agitation a reflux. L'avancement de la 
30 reaction est suivi par chromatographie sur couche mince. Une fois la reaction 
terminee, le milieu est ramene a temperature ambiante, les sels sont elimines par 
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Les composes selon I'invention, possedant une fonction ester ou une fonction 
acide carboxylique, testes sont les composes dont la preparation est decrite dans 
les exemples decrits ci-dessus. 

L'oxydation des LDL est une modification importante et joue un role preponderant 
5 . dans la mise en place et le developpement de I'atherosclerose (Jurgens, Hoff et 
al. 1987). Le protocole suivant permet la mise en evidence des proprietes 
antioxydantes des composes. Sauf mention differente, les reactifs proviennent de 
chez Sigma (St Quentin, France). 

Les LDL sont prepares suivant la methode decrite par Lebeau et al. (Lebeau, 
10 Furmanetal. 2000). 

Les solutions de composes a tester sont preparees a 10~ 2 M dans de I'ethanol et 
diluees dans du PBS pour avoir des concentrations finales allant de 0,1 a 100 pM 
pour une concentration totale d'ethanol de 1% (v/v). 

15 Avant l'oxydation, I'EDTA est retire de la preparation de LDL par dialyse. 

L'oxydation a ensuite lieu a 30°C en ajoutant 100 pi d'une solution a 16,6 pM de 
CuSQ 4 ou de 2 mM de AAPH a 800 pL de LDL (125 pg de proteines/ml) et 100 pi 
d'une solution du compose a tester. La formation de dienes, I'espece a observer, 
se mesure par densite optique a 234 nm dans les echantillons traites avec les 

20 composes mais avec ou sans cuivre (ou AAPH). La mesure de la densite optique 
a 234 nm est realisee toutes les 10 minutes pendant 8 heures a I'aide d'un 
spectrophotometre thermostate (Kontron Uvikon 930). Les analyses sont realisees 
en triplicata. Nous considerons que les composes ont une activite antioxydante 
lorsqu'ils induisent un decalage de phase par rapport a I'echantillon temoin. Les 

25 inventeurs mettent en evidence que les composes selon ('invention, possedant 
une fonction ester ou une fonction acide carboxylique, retardent l'oxydation des 
LDL (induite par le cuivre), ceci indiquant que les composes selon Tinvention 
possedent un caractere antioxydant intrinseque. Un exemple de resultats est 
donne sur les figures 1 , 2 et 3 ou les proprietes antioxydantes des composes 2 et 

30 5 sont illustr6es. 
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(Farinelli, Park et al. 1996), dans du milieu complet RPMI (Invitrogen) 
complements avec 10% de serum de cheval et 5% de serum de veau foetal. 

Des cultures (primaires) de cellules endothelials et muscles lisses sont 
egalement utilisees. Les cellules sont commandees chez Promocell (Promocell 
5 GmBH, Heidelberg) et sont cultivees selon les indications du fournisseur. 

Les cellules sont traitees avec differentes doses de composes de 5 a 300 pM 
pendant 24 heures. les cellules sont alors recuperees et ('augmentation de 
I'expression des genes cibles est evaluee par PCR quantitative. 

10 Mesure des ARMm : 

Les ARNm sont extraits des cellules en culture traitees ou non avec les composes 
selon Tinvention. L'extraction est realisee a I'aide des reactifs du kit Absolutely 
RNA RT-PCR miniprep Kit (Stratagene, France) selon les indications du 
fournisseur. Les ARNm sont ensuite doses par spectrometrie et quantifies par RT- 

15 PCR quantitative a I'aide du kit Light Cycler Fast start DNA Master Sybr Green I kit 
(Roche) sur un appareil Light Cycler System (Roche, France). Des paires 
d'amorces specifiques des genes de la Super Oxyde Dismutase (SOD), de la 
Catalase et de la Glutathion Peroxydase (GPx), enzymes anti-oxydantes, sont 
utilisees comme sondes. Des paires d'amorces specifiques des genes p-actine et 

20 cyclophiline sont utilisees comme sondes temoin. 

L f augmentation de I'expression des ARNm, mesuree par RT-PCR quantitative, 
des genes des enzymes antioxydantes est mise en evidence dans les differents 
types cellulaires utilises, lorsque les cellules sont traitees avec les composes 
selon Tinvention possedant une fonction acide carboxylique. 

25 

Controle du stress Oxydatif : 

Mesure des especes oxydantes dans les cellules en culture : 

Les proprietes antioxydantes des composes sont egalement evaluees a I'aide d'un 
indicateur fluorescent dont I'oxydation est suivie par ('apparition d'un signal 
30 fluorescent. La diminution d'intensite du signal fluorescent emis est mesuree dans 
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solution de TBA a 0,375% dans 0,25M HCL contenant 15% d'acide 
trichloroacetique est egalement ajoute aux milieux reactionnels. Le melange est 
chauffe a 80°C pendant 15 min, refroidit sur glace et la phase organique est 
extraite avec du butanol. L'analyse de la phase organique se fait par 
5 spectrofluorometrie (A,exc=515 nm et ?iem=550 nm) a I'aide du spectrofluorimetre 
Shimazu 1501 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japon). Les TBARS sont exprirnes 
en equivalents MDA en utilisant un standard le tetra-ethoxypropane. Les resultats 
sont normalises par rapport au contenu en proteines. 

La diminution de la peroxydation lipidique observee dans les cellules traitees avec 
10 les composes selon ('invention confirme les resultats obtenus precedemment. 

Les composes selon I'invention, possedant une fonction ester ou une fonction 
acide carboxylique, presentent avantageusement des proprietes antioxydantes 
intrinseques qui permettent de ralentir et/ou d'inhiber les effets d'un stress 
oxydatif. Les inventeurs montrent egalement que les composes selon Tinvention 
15 sont capables d'induirent I'expression des genes d'enzymes antioxydants. Ces 
caracteristiques particulieres des composes selon ('invention permettent aux 
cellules de lutter plus efficacement contre le stress oxydatif et done d'etre 
protegees vis a vis des dommages induits par les radicaux libres. 

20 Exemple 4 : Evaluation de Tactivation des PPARs in vitro par les composes 
selon Tinvention 

Les composes selon Tinvention, possedant une fonction acide carboxylique, testes 
sont les composes dont la preparation est decrite dans les exemples decrits ci- 
25 dessus. 

Les recepteurs nucleaires membres de la sous-famille des PPARs qui sont actives 
par deux classes majeures de composes pharmaceutiques, les fibrates et les 
glitazones, abondamment utilisees en clinique humaine pour le traitement des 
dislipidemies et du diabete, jouent un role important dans Thomeostasie lipidique 
30 et glucidique. Les donnees experimentales suivantes montrent que les composes 
selon I'invention activent PPARa in vitro. 
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lysees (Gibco, Paisley, UK) et les activites luciferase sont determinees a I'aide du 
kit de dosage Dual-Luciferase™ Reporter Assay System (Promega, Madison, Wl, 
USA) selon la notice du fournisseur comme decrit precedemment. Le contenu en 
proteines des extraits cellulaires est ensuite evalue a I'aide du kit de dosage Bio- 
5 Rad Protein Assay (Bio-Rad, Munchen, Allemagne) selon la notice du fournisseur. 

Les inventeurs mettent en evidence une augmentation de I'activite luciferase dans 
les cellules traitees avec les composes selon I'invention et transferees avec le 
plasmide pGal4-hPPARa. Cette induction de I'activite luciferase indique que les 
10 composes selon I'invention, possedant une fonction acide carboxylique, sont des 
activateurs de PPARa. Un exemple de resultat obtenu avec differents composes 
selon I'invention est presente sur la figure 4. 



15 Exemple 5 : evaluation des proprietes anti-inflammatoires des composes 
selon rinvention 

La reponse inflammatoire apparaTt dans de nombreux desordres neurologiques, 
comme les scleroses multiples, la maladie d'Alzheimer et de Parkinson, les 

20 ischemie cerebrales et les accidents traumatiques du cerveau, de plus 
I'inflammation est I'un des facteurs importants de la neurodegenerescence. Lors 
d'accidents cerebraux, une des premieres reactions des cellules de la glie est de 
liberer des cytokines et des radicaux libres. La consequence de cette liberation de 
cytokines et de radicaux libres est une reponse inflammatoire au niveau cerebral 

25 qui peut mener a la mort des neurones (Rothwell 1997). 

Les lignees cellulaires et les cellules primaires sont cultivees comme decrit 
precedemment. 

Le LPS, endotoxine bacterienne (Escherichia coli 0111 :B4) (Sigma, France) est 
reconstitue dans de I'eau distillee et conserve a 4°C. les cellules sont traitees avec 
30 une concentration de LPS de 1 ug/ml pendant 24 heures. Pour eviter toutes 
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ou des rats Wistar ou Sprague Dawley de 200 a 350 g ont ete utilises pour cette 
experience. 

Les animaux sont maintenus sous un cycle lumiere/obscurite de 12 h a une 
temperature de 20 +/- 3°C. Les animaux ont un acces libre a I'eau et a la 
5 nourriture. La prise de nourriture et la prise de poids sont enregistrees. 

Les animaux sont traites par gavage avec les composes selon I'invention (200 
mg/kg/jour) ou le vehicule (carboxycellulose 0,5% (CMC)), pendant 14 jours avant 
Hnduction de I'ischemie de I'artere moyenne cerebrale. 

10 1.2 Induction d'une ischemie-reperfusion par occlusion intraluminal de I'artere 
moyenne cerebrale : 

Les animaux ont ete anesthesies a I'aide d'une injection intra-peritoneale de 300 
mg/kg d'hydrate de chloral. Une sonde rectale est mise en place et la temperature 
du corps est maintenue a 37 +/- 0,5°C. La pression arterielle est mesuree au 

15 cours de toute I'experience. 

Sous un microscope chirurgical, la carotide droite est mise a jour a I'aide d'une 
incision cervicale mediale. L'artere pterygopalatine a ete ligaturee a son origine et 
une arteriotomie est realisee dans Tartere carotide externe afin d'y glisser un 
mono-filament de nylon. Ce filament est alors doucement avance dans I'artere 

20 carotide commune puis dans I'artere carotide interne afin d'obturer I'origine de 
I'artere cerebrale moyenne. Apres 1 heure, le filament est retire pour permettre la 
reperfusion. 

21 Mesure du volume de I'infarctus cerebral : 

25 24 heures apres la reperfusion, les animaux prealablement traites ou non traites 
avec les composes sont tues par une overdose de pentobarbital. 

Les cerveaux sont rapidement congeles et sectionnes. Les sections sont colorees 
au violet Cresyl. Les zones non colorees des sections cerebrates ont ete 
considerees comme lesees par I'infarctus. Les aires ont ete mesurees et le 
30 volume de Tinfarctus et des deux hemispheres ont ete calcules par la formule 
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carotide commune puis dans I'artere carotide interne afin d'obturer I'origine de 
I'artere cerebrate moyenne. Apres 1 heure, le filament est retire pour permettre la 
reperfusion. 

21 traitement des animaux : 

Les animaux ayant subi une ischemie-reperfusion prealable sont traites par les 
composes selon ('invention par voie orale ou systemique une ou plusieurs fois 
apres la reperfusion. 

3/ Mesure du volume de I'infarctus cerebral : 

24, 48 ou 72 heures apres la reperfusion, les animaux prealablement traites ou 
non traites avec les composes sont tues par une overdose de pentobarbital. 

Les cerveaux sont rapidement congeles et sectionnes. Les sections sont colorees 
au violet Cresyl. Les zones non colorees des sections cerebrales ont ete 
considerees comme lesees par I'infarctus. Les aires ont ete mesurees et le 
volume de I'infarctus et des deux hemispheres ont ete calcules par la formule 
suivante (Volume de Tinfarctus corrige = Volume de I'infarctus - (volume de 
Themisphere droit - volume de I'hemisphere gauche)) pour compenser Tcedeme 
cerebral. 

Dans les cas d'un traitement curatif (traitement de la phase aigue), les animaux 
traites avec les composes selon invention, possedant une fonction ester ou une 
fonction acide carboxylique, ont des dommages au niveau cerebral reduit par 
rapport aux animaux non traites. En effet le volume de I'infarctus est diminue 
lorsque les composes selon I'invention sont administres une ou plusieurs fois 
apres Tischemie-reperfusion. 

L'utilisation des composes selon I'invention, possedant une fonction ester ou une 
fonction acide carboxylique, dans differents modeles experimentaux montre que 
ces nouveaux composes possedent une activite antioxydante intrinseque, capable 
de retarder et de reduire les effets d'un stress oxydatif, de plus ils induisent 
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X6 est un atome d'oxygene ou un atome d'azote, dans le cas ou X6 est un atome 
d'azote, il porte un atome d'hydrogene ou un groupement hydroxy ou un 
groupement alkyloxy. 

5 R1, R3, R4, R5, identiques ou differents, represented un atome d'hydrogene ou 
un groupement alkyle substitue ou non par un groupement faisant partie du 
groupe 1 ou du groupe 2 definis ci-dessous, 

G1, G3, G4, G5, identiques ou differents, represented un atome d' oxygene ou de 
10 soufre, 

avec au moins un des groupements X1, X3, X4 ou X5 repondant a la formule -G- 
R, et 

15 avec au moins un des groupements R1, R3, R4 ou R5 present sous la forme d'un 
radical alkyle portant au moins un substituant du groupe 1 ou 2, ledit radical alkyle 
etant lie directement au cycle ou etant associe a un groupement G selon la 
formule -GR, 

20 les substituants du groupe 1 sont choisis parmi les groupements carboxy de 
formule : -COOR 6 et les groupements carbamoyle de formule : -CONR 6 R 7 , 

les substituants du groupe 2 sont choisis parmi Tacide sulfonique (-S0 3 H) et les 
groupements sulfonamide de formule : -S0 2 NR 6l R 7 

25 

avec R 6 et R 7 , identiques ou differents, representant un atome d'hydrogene ou un 
radical alkyle eventuellement substitue par au moins un groupe de type 1 ou 2, 

leurs isomeres optiques et geometriques, leurs racemates, leurs tautomeres, leurs 
30 sels, leurs hydrates et leurs melanges, 

a Texclusion des composes de formule (I) dans laquelle 
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7- Derives selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterises en ce que X1 est un groupement -G1-R1 et en ce que R1 est un 
groupement alkyle portant un substituant du groupe 1, avec Gl et le substituant 

5 du groupe 1 tels que definis a la revendication 1. 

8- Derives selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterises en ce que X4 est un groupement -G4-R4 et en ce que R4 est un 
groupement alkyle portant un substituant du groupe 1, avec G4 et le substituant 

10 du groupe 1 tels que definis a la revendication 1 . 

9- Derives selon Tune des revendications 1a 7, caracterises en ce que X4 
est un groupement -G4-R4, R4 est tel que defini a la revendication 1 et X3 ou X5 
represente respectivement R3 ou G3R3, d'une part, et R5 ou G5R5, d'autre part, 

15 avec R3 ou R5 est un groupement alkyle portant un substituant du groupe 1, ledit 
substituant du groupe 1 etant tel que defini a la revendication 1 . 

10- Derives selon Tune des revendications 1 a 6, caracterises en ce que X1 
est un groupement -G1-R1 dans lequel G1 est un atome d'oxygene et R1 est un 

20 groupement alkyle portant un substituant du groupe 1, ledit substituant du groupe 
1 etant tel que defini a la revendication 1 . 

11- Derives selon Tune des revendications 1 a 6, caracterises en ce que X4 
est un groupement -G4-R4 dans lequel G4 est un atome d'oxygene et R4 est un 

25 groupement alkyle portant un substituant du groupe 1, ledit substituant du groupe 
1 etant tel que defini a la revendication 1. 

12- Derives selon Tune des revendications 1 a 6, caracterises en ce que X4 
est un groupement -G4-R4 dans lequel G4 est un atome d'oxygene, R4 est tel 

30 que defini a la revendication 1 et X3 ou X5 represente respectivement R3 ou 
G3R3, d'une part, et R5 ou G5R5, d'autre part, avec R3 ou R5 est un groupement 
alkyle portant un substituant du groupe 1, ledit substituant du groupe 1 etant tel 
que defini a la revendication 1. 
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hyd roxy^-/"sopro py 1 oxy ca rto 

hydroxyphenyl]prop-2-en-1-one, le 1-[2-hydroxy-4-chlorophenyl]- 3-[3,4-dihydroxy- 
5-carboxydimethylmethyloxyphenyl]- 2-prop-2-en-1 -one, le 1 -[2-hydroxy-4- 
chlorophenyl]-3-[3,4-dihydroxy-5-/sopropy 
5 2-propen-1-one, le 1-[2-hydroxy-4-carboxydimethylmethyloxyphenyl]--3-[3,5- 
dimethyM-hydroxyphenyl]prop-2-en-1 -one, le 1-[2-hydroxy-4- 

/sopropyloxycarbonyldimethyl^ 

hydroxyphenyl]prop-2-en-1-one, le l-^-hydroxy^-chlorophenyll-S-tS^-dimethyM- 
carboxydimethylmethyloxyphenyl]prop-2-en-1-one, le i-[2-hydroxy-4- 

10 chlorophenyl]-3-[3,5Hjimethyl-4^^ 

phenyl]prop-2-en-1-one, le 1-[2-hydroxyphenyl]-3-[3,5-dimethyl-4- 

carboxydimethylmethyloxyphenyl]prop-2-en-1-one, le -[2-hydroxyphenyl]-3-[3,5- 
dimethyl-4-/sopropyloxycarbonyl dimethylmethyloxyphenyl]prop-2-en-1-one, le 1- 
[2-hydroxyphenyl]-3-[3-carboxydimethylmethyloxyphenyl]prop-2-en le 1 -[2- 

15 hydroxyphenyl]-3-[3-/sopropyloxycarbonyldimethylmethyloxyphenyl] prop-2-en-1- 
one, le 1 -[2-hydroxyphenyl]-3-[4-carboxydimethylmethylthiophenyl]prop 
one, le 1-[2-hydroxyphenyl]-3-[4-/sopropyloxycarbonyldimethyl 

methylthiophenyI]prop-2-en-1-one, le 1-[2-mercapto-4-methyioxyphenyl]-3-[4- 
carboxydirnethylmethyloxyphenyl]prop-2-en-1-one et le 1 -[2-mercapto-4- 

20 methyloxyphenyl]-3-[4-/sopropyloxycarbonyldimethylmethyb 
one. 

14- Procede de preparation de composes de formule. (I), caracterise en ce 
qu'il comprend une mise en contact en milieu basique ou en milieu acide d'au 
25 moins un compose de formule (A) avec au moins un compose de formule (B), les 
formules (A) et (B) etant : 




0 (A) 
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- X 2 , X3 et X 5 representent simultanement un atome d'hydrogene, X1 represente 
un atome d'halogene ou un radical R1 ou -G1R1, ou R1 represente un radical 
alkyle non substitue de C1-C2 et G1 represente un atome d'oxygene, X 6 
represente un atome d'oxygene et X4 represente un groupement de formule -O- 
5 CR11R12-COOR10, avec Rn et R 12 , identiques ou differents, representent un atome 
d'hydrogene ou un radical alkyle de C1-C2, et R10 represente un atome 
d'hydrogene ou un radical alkyle de C1-C7. 
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